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后探讨了 Tat 及其介导的明胶-硅氧烷、Au-Au2S 和 Au 纳米粒子作为潜在的基因




2) Tat 在<25 μM 浓度范围时无细胞毒性；穿膜效率随浓度的增加而提高，
但当浓度在 10 μM 时达到饱和，无血清培养比有血清培养内化效率高，破坏 ATP
和 4 oC 时内化效率下降；Tat 以脂筏介导的巨胞饮方式进入 BMSCs 和 Hela 细胞。 
3) Tat 介导的明胶-硅氧烷纳米粒子的穿膜递送在 4 oC 时受到抑制并具有
ATP 依赖性；以脂筏介导的巨胞饮方式进入 BMSCs，而以 clathrin 蛋白受体介导
的内化方式和脂筏介导的巨胞饮两种途径进入 Hela 细胞。 
4) Tat 介导的近红外敏感的 Au-Au2S 纳米粒子穿膜递送在 4 oC 受到抑制并
具有 ATP 依赖性；以 clathrin 蛋白受体介导的内化方式和脂筏介导的巨胞饮两种


















Cell penetrating Peptide (CPP), derived from the Tat protein sequence of human 
immune deficiency virus type-1 (HIV-1), is one of the most promising tools for its 
membrane transduction potential and efficient delivery cargoes, including nucleic 
acids, polypeptides, and nanoparticles into cells. However, the cellular uptake 
mechanism of Tat peptide and its couples is not very clear by now.  
This thesis is to clearify the mechanism of penetration, and cargo delivery of Tat 
peptide into both rabbit bone marrow stem cells (BMSCs) and Hela cells. The main 
results of this thesis are as follows: 
1) BMSCs were isolated via density gradient centrifugation, and could be 
differentiated into osteoblasts in vitro. 
2) Tat peptide could be internalized into BMSCs and Hela cells via a lipid 
raft-mediated endocytosis pathway efficiently at 37 oC, where it can reach includes 
the cytoplasm and vicinity of the nucleus. Internalization of Tat peptide into cells is 
depended on concentration, serum, temperature and ATP.  
3) Tat mediated gelatin-silica nanoparticles were internalized into BMSCs via a 
lipid raft-mediated endocytosis pathway, whearas via a recepter-dependent and lipid 
raft-dependent endocytosis pathway into Hela cells. Its internalization was inhibited at 
4 oC and deletion of ATP. 
4) Tat mediated Au-Au2S nanoparticles were internalized into BMSCs via a 
lipid raft-dependent and recepter-depentdent endocytosis pathway, whearas via lipid 
raft mediated endocytosis pathway into Hela cells. Its internalization was inhibited at 
4 oC and deletion of ATP. 
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1.1.  细胞 
1.1.1. 细胞膜 




允许高度脂溶性、分子质量不超过 600 D 的化合物或 6 个氨基酸残基以下的小肽
进入细胞[2,3]。 
 
图 1-1 细胞膜结构 


























1.2. Protein transductions domains（PTDs） 
1.2.1. PTDs 的发现 




无疑, PTDs 的发现是该领域的一个重大突破。1988 年，Frankel 等[6]发现人的免
疫缺陷病毒（HIV-1）中有一种转录调节蛋白 TAT, 它能进入细胞核, 激活 HIV-1
的启动子，从而促进 HIV 的扩增。随后的研究发现，TAT 蛋白本身具有一种极
其特殊的生物学活性，它可以直接穿过细胞膜、细胞核膜并锚着于特异的基因调
控区内。接着，Daniele 等[9,6]发现，Antennspedia 基因编码的一类同源蛋白质也
能以类似方式穿过细胞膜。2000 年郭勇发现，果蝇的周期调节蛋白 Period-1 也
具有类似的生物学功能，并把这类肽命名为细胞膜穿透肽（cell penetrating 
peptide，CPPs）。目前发现了的蛋白转导域有人体免疫缺陷病毒 HIV-1 TAT 蛋白
















（ANTP）同源异型转录因子等[9]，在这些蛋白中除了 TAT、VP22 和 ANTP 外其
他蛋白转导能力较弱[15]。 
黑腹果蝇触足肽 Antenapedia[7-21]，是从黑腹果蝇的一个同源蛋白质家族中分
离出来的一类反式作用因子，与其连接的分子均可进入活细胞，无论在 37 oC 或





（GFP）、p53、HSV 胸苷激酶和 β-半乳糖苷酶进入猴源细胞、人 Hela 细胞和仓
鼠细胞[11,22]。另一些实验证明 VP22 能将一些寡核苷酸链、核酶、RNA/DNA 杂
合体导入细胞质及细胞核[23]，但其转移机制仍不清楚。 
TAT 蛋白[5,24-28]是人类免疫缺陷病毒 HIV-1 的反式激活因子，其穿膜特性主
要由其中的一小段肽链（氨基酸残基 48-56，GRKKRRQRRR）即核心肽链决定
[29]。1988 年，Maurice 和 Paul 发现了 TAT 蛋白能够跨膜递送进入细胞[10]，即具
有蛋白转导活性。同年 Pabo 和 Frankel 通过研究发现 TAT 蛋白可以快速地定位
到细胞核，并能保留其反式激活 HIV-1 启动子的生物活性。近来，Schwarze 等[5]




可利用 Tat 的核定位信号来介导嵌合蛋白质进入非分化细胞。这些 TAT 蛋白中富
含碱性氨基酸带正电荷具有跨膜递送功能的多肤片断统称为 TAT-PTDs；尤其 11



























1.2.2. PTDs 递送功能 






(1) 蛋白质：1999 年 Barka T 等[31,32]报道了 120 KD 的 β-半乳糖昔酶与 TAT
（47-57）融合之后，可以穿越细胞膜甚至进入包括脑部在内的各种组织。Dowdy




(2) 多肽：Perea 等人[33]将长序列的多肽 P15 连接到 PTDs 后成功的下调了肿
瘤的表达水平。另有其他报道 PTDs 成功将多肽引入到动物和细胞内发挥正常的
生物学功效[28,29,34]（图 1-3 [35] ）。 





















图 1-2 PTDs 携带多种大分子进入细胞 
Fig 1-2 Delivery of cargoes into cell cytoplasm by PTDs 
 
 
图 1-3 PTDs-多肽 















(5) siRNAs：siRNAs 在分子生物学和药物学是有潜力的工具，但 大缺点就
是低的细胞内吞效率。穿膜肽连接后内吞效率比裸 siRNAs 提高好几倍，下调了
靶向 mRNA[41]。 
(6) 脂质体：Torchilin 等人研究报道了[42]200 nm Tat-脂质体载药物后 1 h 就迅
速进入到细胞。Hyndman 等人发现，负电荷的 DNA 和正电荷的肽 Tat-脂质体相
连转染细胞后明显提高了转染效率[43]。 
(7) 质粒：Sakaguchi 等人[44]发现一种新方法，凭借肽（PKKKRKV）核定位
序列将质粒送到核 [45]。另有报道 R8 多肽（8 个精氨酸）的转染效率也比
Lipofectamin 高[46]。 
(8) 纳米粒子：Weisseleder’s[47-49]课题组递送 41 nm 生物相容性的右旋多糖包
被的超顺磁性氧化铁-Tat 复合物在淋巴细胞的内吞效率比未修饰的纳米粒子提
高了 100 倍；同时造血干细胞和神经干细胞每个细胞可达到 10-30 pg；同时不影
响细胞存活率、分化和增殖。另有报道，Tat-PEG-PEI 复合物[50]（~90 nm）在体
内保护裸 DNA，低毒性，转染效率比 PEI/DNA 复合物提高了 14 倍。
Tat-PEG-PLLA[51]复合物（图 1-4，a）携带的疏水性药物不仅可以跨膜进入细胞











图 1-4 (a)Tat-PEG-PLLA 复合物 (b)自组装碳纳米管-β层多肽 
Fig 1-4 (a)Tat-PEG-PLLA conjugate (b) Representation of the nanoribbon 















Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
